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1. Johdanto  
 
 
Ligniini on maailman toiseksi yleisin biopolymeeri. Sitä esiintyy puissa ja ruohokasveissa, 
joissa sen tehtävä on hydrofobisena molekyylinä toimia solujen aineenvaihduntakanavana. 
Se mahdollistaa soluissa veden ja ravinteiden kulkeutumisen, sekä suojaa puun- ja 
ruohovartisten kasvien soluja. Ligniini aiheuttaa kasvisolun puutumisen muodostamalla 
kasvinsoluseinämään, selluloosasäikeiden väliin, tiiviin rakenteen.1 Mekaanisen kestävyyden 
lisäksi ligniini antaa suojaa kasvisoluille, sillä sen on havaittu toimivan luonnon omana 
antioksidanttina.1,2 
 
Ligniini muodostuu kanelialkoholityyppisistä monomeereistä, jotka polymerisoituvat 
entsyymikatalysoitujen hapetusreaktioiden kautta muodostaen useita eri rakennetyyppejä 
sisältävän monimutkaisen ligniinipolymeerin.3 Ligniinien rakenteen selvittäminen on 
vaikeaa, koska ligniini on niukkaliukoinen lähes jokaiseen liuottimeen ja muodostuu 
suuresta määrästä erilaisia rakenneyksiköitä. Tutkimukset ovat yhteneviä osasta ligniinin 
rakenneyksiköistä. Ligniinien rakenteen tutkimisessa pyrolyysi-kaasukromatografia-
massaspektrometria (Py-GC/MS) on osoittautunut hyväksi analysointimenetelmäksi.  
 
Ligniinin biosynteesiä on yritetty selvittää jo vuosikymmeniä.4,5 Tutkimuksissa on havaittu, 
että puiden ja ruohokasvien solut sisältävät suuria pitoisuuksia ligniiniä, joka vahvistaa 
käsitystä siitä, miten tärkeä rooli ligniinillä kasvisoluissa on. Kasvisolujen geenien 
kloonaamisen avulla on saatu tietoa kasvien entsyymien toiminnasta sekä ligniinin 
biosynteesin ilmentymisestä kasvien soluissa.4 Ligniinin biosynteesin selvittämisellä 
uskotaan olevan vaikutusta maatalouden prosessitehokkuuteen sekä mahdollisuuksiin 
tulevaisuudessa hyödyntää kasvibiomassaa biopolttoaineena.3,6–8  
 
Monimutkaisen rakenteensa ja antioksidatiivisten ominaisuuksiensa ansiosta ligniinin 
rakenne suojaa kasvisoluja mikrobeilta ja tämän vuoksi mielenkiinnon kohteeksi on noussut 
ligniinin antioksidanttiaktiivisuuden mahdolliset käyttötarkoitukset elintarvike- ja 
lääketeollisuudessa.  Fenolisten molekyylien on tutkimuksissa havaittu estävän muun 
muassa allergioiden, tulehduksien, sydän- ja verisuonitautien, HIV-1-geenin ilmentymistä 
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sekä syöpäkasvaimien leviämistä. Fenolisten yhdisteiden on havaittu estävän myös ruuassa 
olevien rasvojen hapettumista sekä hapettumisreaktioita elävässä kudoksessa.2 Ligniini 
sisältää monia fenolisia propaaniyksikköjä ja on havaittu, että näiden fenolisten 
propaaniyksiköiden rakenteella on vaikutusta niiden kykyyn toimia antioksidantteina. 
Molekyylien antioksidanttiaktiivisuus perustuu siihen, että ne reagoivat tehokkaasti 
radikaalien kanssa.9 
 
Tämän pro gradu -tutkielman tarkoituksena oli tutkia hapettomassa analyyttisessä 
pyrolyysissä ligniinin rakennetta ja siitä irronneita rakenneyksiköitä erilaisten malliaineiden 
avulla Py-GC/MS:llä. Rakenteen selvittämisen lisäksi mielenkiinnon kohteena oli ligniinissä 
havaittujen rakenneyksiköiden kyky toimia antioksidantteina. 
 
Kokeellisessa osiossa syntetisoitiin ligniinin rakenteessa esiintyvä 8-rengasrakenne, 
dibentsodioksosiini (DBDO). Lisäksi valmistettiin tälle molekyylille tetrameerinen 
vertailuyhdiste. Koniferyylialkoholin ja DBDO:n hapetusreaktiolla haluttiin selvittää 
hapettuuko DBDO:n fenolinen hydroksyyliryhmä käytetyissä olosuhteissa vai ei. 
Hapetusreaktioiden avulla yritettiin selvittää toimiiko DBDO mahdollisesti ligniinin 
rakenteen pääteyksikkönä ja onko sillä antioksidatiivisia ominaisuuksia.  
 
Ligniinin rakenneanalyysejä varten luotiin yhdeksän yhdisteen spektrikirjasto 
kaasukromatografia-massaspektrometrillä (GC/MS). Luotua spektrikirjastoa hyödynnettiin 
kuuden malliyhdisteen hajoamistuotteiden identifioimisessa. Lisäksi hajoamistuotteiden 
identifioinnin apuna käytettiin kansainvälistä evaluoitua NIST-GC/MS-tietokantaa (NIST-
spektritietokanta). Nämä kuusi malliyhdistettä analysoitiin Py-GC/MS:llä samoissa 
olosuhteissa GC/MS:n osalta kuin spektrikirjaston yhdisteet analysoitiin. Yksi 
malliyhdisteistä oli aiemmin valmistettu DBDO. 
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2. Ligniini 
 
 
Puuvartisten kasvien soluseinä koostuu selluloosasta, hemiselluloosasta ja ligniinistä. 
Selluloosa on yleisin biopolymeeri luonnossa ja ligniini toiseksi yleisin.1,10 Havupuu sisältää 
noin 30 %11,12 ja lehtipuu noin 20 % ligniiniä.12 Lisäksi puuaines sisältää pektiiniä, 
tärkkelystä, proteiinia, vettä ja orgaanisia yhdisteitä, kuten lignaaneja ja rasvahappoja. 
Ligniini on puussa kuitujen sidosaineena tukemassa ja lujittamassa puiden rakennetta.13 
Koska ligniini on kovalenttisesti sitoutuneena hemiselluloosaan, muodostaa se näin kestävän 
rakenteen suojaamaan kasvisolua mekaaniselta rasitukselta sekä ympäristön 
kasvipatogeeneiltä.3 Ligniini mahdollistaa hydrofobisen molekyylirakenteensa vuoksi 
ravinteiden ja veden kulkeutumisen puun soluseinien välillä ja toimii siten puun solujen 
aineenvaihduntakanavana.1,5,14 Ligniinillä on viskoosisten ja elastisten ominaisuuksiensa 
puolesta amorfinen olomuoto.15 
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2.1. Ligniinin biosynteesi 
 
 
Ligniini koostuu aromaattisista heteropolymeeristä, jotka muodostavat monimutkaisen 
raseemisen seoksen.1 Ligniinin prekursorit valmistuvat solulimassa ja polymerisaatio 
tapahtuu solun sekundaariseinämässä. Ennen solukalvolle kulkeutumista fenyylialaniinista 1 
poistetaan aminoryhmä fenyylialaniini-ammoniakkilyaasin (PAL) katalysoimana ja tämän 
seurauksena muodostuu kanelihappoa 2, josta entsyymin, kaneli-4-hydroksylaasin (C4H), 
katalysoimana hydroksyyliryhmä liitetään orto-asemaan ja muodostuu p-kumariinihappoa 3. 
Seuraavassa reaktiossa p-kumariinihaposta 3 muodostuu entsyymin, 4-kumaraatti-CoA-
ligaasin (4CL), vaikutuksesta p-kumaryyli-CoA:ta 4, josta reaktio jatkuu kahden eri 
entsyymin vaikutuksesta. Hydroksikaneli-CoA (HCT) -entsyymin katalysoimassa 
hapetusreaktiossa p-kumaryyli-CoA:sta 4 muodostuu välituotteiden 5-8 kautta 
koniferyylialdehydiä 12 ja tästä edelleen välituotteen 11 kautta sinapyylialdehydiä 10. 
Kafferyyli-CoA-reduktaasi (CCR) -entsyymi pelkistää lopulta sinapyylialdehydin 
sinapyylialkoholiksi 14. CCR-entsyymin katalysoimassa pelkistysreaktiossa p-kumaryyli-
CoA:sta 4 muodostuu p-kumariinialdehydiä 9 ja edelleen CCR-entsyymin pelkistämänä p-
kumaryylialkoholia 13. CCR-entsyymin katalysoidessa koniferyylialdehydin 12 
hapetusreaktiota muodostuu koniferyylialkoholia 15 (Kuva 1).1,10,16,17 
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Kuva 1. Ligniinin prekursorit muodostuvat entsyymikatalysoitujen reaktioiden kautta. Kuvassa nuolien päällä on esitetty 
reaktiossa toimivan entsyymin nimen lyhenne. Reaktiossa fenyylialaniinista 1 poistetaan aminoryhmä entsyymin 
fenyylialaniini-ammoniakkilyaasin (PAL) katalysoimana ja tämän seurauksena muodostuu kanelihappoa 2. Reaktio jatkuu, 
kun entsyymi kaneli-4-hydroksylaasi (C4H) katalysoi reaktiota, jossa orto-asemaan liitetään hydroksyyliryhmä ja 
muodostuu p-kumariinihappoa 3. Seuraavassa reaktiossa p-kumariinihaposta 3 muodostuu entsyymin, 4-kumaraatti-CoA-
ligaasin (4CL), vaikutuksesta p-kumaryyli-CoA:ta 4, josta reaktio jatkuu kahden eri entsyymin vaikutuksesta. 
Hydroksikaneli-CoA (HCT) -entsyymin katalysoimassa hapetusreaktiossa p-kumaryyli-CoA:sta 4 muodostuu välituotteiden 
5-8 kautta koniferyylialdehydiä 12 ja tästä edelleen välituotteen 11 kautta sinapyylialdehydiä 10. Kafferyyli-CoA-
reduktaasi (CCR) -entsyymi pelkistää lopulta sinapyylialdehydin sinapyylialkoholiksi 14. CCR-entsyymin katalysoimassa 
pelkistysreaktiossa p-kumaryyli-CoA:sta 4 muodostuu p-kumariinialdehydiä 9 ja edelleen CCR-entsyymin pelkistämänä p-
kumaryylialkoholia 13. CCR-entsyymin katalysoidessa koniferyylialdehydin 12 hapetusreaktiota muodostuu 
koniferyylialkoholia 15.1,16,17 
 6 
2.2. Ligniinin monomeerit 
 
 
Entsyymien katalysoimat hapetusreaktiot muodostavat kolme monomeerista kanelialkoholin 
johdannaista, joita kutsutaan prekursoreiksi. Nämä prekursorit muodostavat lakkaasi- ja 
peroksidaasi-entsyymien katalysoimissa reaktioissa ligniinin polymeerirakenteen1,10,16 
Ligniinin prekursorit ovat p-kumaryylialkoholi 13, sinapyylialkoholi 14 ja 
koniferyylialkoholi 15. Ne eroavat toisistaan metoksiryhmien osalta. Prekursoreista p-
kumaryylialkoholi 13 ei sisällä yhtään metoksiryhmää, koniferyylialkoholissa 15 
metoksiryhmiä on yksi ja sinapyylialkoholissa 14 metoksiryhmiä on kaksi.1,10 Näistä 
prekursoreista muodostuu kolme ligniinin perustyyppiä: p-hydroksifenyyli- (H), syringyyli- 
(S)  ja guajasyyliligniini (G) (Kuva 2).1  
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Kuva 2. Ligniinin prekursorit: p-kumaryylialkoholi 13, sinapyylialkoholi 14 ja koniferyylialkoholi 15, sekä niistä 
muodostuneet ligniinin perustyypit: p-hydroksifenyyli (H), syringyyli (S) ja guajasyyli (G).1,18,19 
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Puu- ja ruohovartisten kasvien ligniini voidaan jakaa kolmeen ryhmään: havu- ja 
lehtipuulajeihin sekä ruohokasvilajeihin. Havupuiden sisältämä ligniini koostuu 
suurimmaksi osaksi guajasyyliligniinistä.20 Havupuun ligniinissä esiintyy myös 8-
rengasrakenne.21 (Kuva 3) 
 
 
 
 
Kuva 3. Havupuussa olevan ligniinin on havaittu koostuvan suurimmaksi osaksi guajasyyliligniinistä.20  
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Lehtipuissa ligniinin rakenne koostuu suurimmaksi osaksi guajasyyli- ja syringyyliligniinistä 
(Kuva 4).10  
 
 
 
Kuva 4. Lehtipuussa olevan ligniinin rakennetta.10  
 
 
 
Havu- ja lehtipuuligniini sisältävät myös p-hydroksifenyyliyksiköitä. Ruohokasvilajien 
ligniini koostuu guajasyyli- ja syringyyliligniinistä, mutta sisältää suhteessa enemmän p-
hydroksifenyyliyksiköitä kuin havu- ja lehtipuiden sisältämä ligniini.1 Taulukosta 1 on 
nähtävissä havu-, lehti-, ja ruohokasviligniinien sisältämien S, G ja H-yksiköiden 
prosentuaaliset osuudet (Taulukko 1).22 
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Taulukko 1. Taulukossa on esitetty eri ligniinityyppien sisältämien rakenneyksiköiden: 
guajasyylin (G), syringyylin (S) ja p-hydroksifenyylin (H) prosentuaaliset osuudet.22 
 
Ligniinityyppi G (%) S (%) H (%) 
Havupuuligniini 95 1 4 
Lehtipuuligniini 49 49 2 
Ruoholigniini 70 25 5 
 
 
 
2.3. Ligniinin fenyylipropaaniyksiköiden väliset sidokset 
 
 
Fenyylipropaaniyksiköt ovat yhdistyneinä toisiinsa pääosin kuuden erityyppisen sidoksen 
avulla. Nämä sidostyypit ovat muodostuneet entsyymikatalysoitujen hapetusreaktioiden 
seurauksena. Sidokset ovat joko hiili-hiili- tai eetterisidoksia.1 Ligniinin sidoksista yleisin ja 
kemiallisesti reaktiivisin sidostyyppi on 𝛽-O-4-sidos eli 𝛽-aryylieetteri-sidos. Muut 
ligniinistä löydetyt sidostyypit ovat bifenyylieetteri (5-O-4’), fenyylikumariini (𝛽-5’), 
resinoli (𝛽-𝛽’), bifenyyli (5-5’) ja (𝛽-1’) (Kuva 5).23 Havupuun ligniinin sidostyyppien 
yleisyys on esitettynä taulukossa 2 (Taulukko 2).24 
 
 
Taulukko 2. Kuuden yleisimmän sidostyypin esiintyvyys prosenttiosuuksina havupuun 
ligniinissä.24  
 
Sidostyyppi Sidoksen yleisyys (%) 
𝛽-aryylieetteri (𝛽-O-4’)  45-50 
bifenyylieetteri (5-O-4’)  4-8 
fenyylikumariini (𝛽-5’) 9-12 
resinoli (𝛽-𝛽’) 3 
bifenyyli (5-5’) 7-9 
(𝛽-1’) 7-10 
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Kuva 5. Ligniinin kuusi yleisintä sidostyyppiä: 𝛽-aryylieetteri (𝛽-O-4’), bifenyylieetteri (5-O-4’), fenyylikumariini (𝛽-5’), 
resinoli  (𝛽-𝛽’), bifenyyli  (5-5’) ja  (𝛽-1’).23 
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Ligniinin fenyylipropaaniyksiköiden välisistä sidoksista eetterisidoksia ovat 𝛽-aryylieetteri-
sidos (𝛽-O-4’) ja bifenyylieetterisidos (5-O-4’). Eetterisidoksiin voidaan lukea myös edellä 
mainitusta listasta puuttuva -O-4-sidos (Kuva 6), jonka mahdollisesta rakenteesta ovat 
raportoineen muun muassa Ede & Kilpeläinen. He tutkivat ligniinin rakennetta 2D NMR –
spektrometrillä.25  
 
 
 
Kuva 6. Ligniinin rakenteessa oleva -O-4-sidos.25 
 
 
2.4. Dimeroituminen 
 
 
Ligniinin polymeroituminen alkaa dilignolien muodostumisella. Dilignolit muodostuvat 
fenyylipropaaniyksiköiden reagoidessa fenyylipropaaniradikaalin kanssa. Polymeroituminen 
jatkuu, kun dilignolien vapaat fenoliset hydroksyyliryhmät hapettuvat uudelleen 
peroksidaasi- ja lakkaasi-entsyymien vaikutuksesta. Koniferyylialkoholin 15 dimeroituminen 
etenee radikaalireaktion kautta. Koniferyylialkoholiradikaalilla 15 on kolme 
resonanssimuotoa, joiden reagoidessa on mahdollista syntyä muun muassa dimeerit 16-18. 
1,16  
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Kuva 7. Dehyrdogenoidun koneferyylialkoholin 15 dimeeroituessa muodostuu koniferyylialkoholin dimeerejä 16-18.1,16 
 14 
 
2.5. Spirodienoni 
 
 
H. Setälä raportoi väitöskirjassaan ligniinin rakenteessa olevasta yksiköstä nimeltä 
spirodienoni. Spirodienoni on rakenteeltaan dimeeri, joka syntyy ligniinin 
entsyymikatalysoitujen reaktioiden välituotteena. Spirodienonirakenne reagoi herkästi 
happamissa olosuhteissa ja reaktiossa muodostuu 𝛽-1-sidos. Spirodieninirakenteet selittävät 
osaltaan 𝛽-1-sidosten muodostumista (Kuva 8).26 
 
 
 
Kuva 8. Spirodienonirakenne reagoi herkästi happamissa olosuhteissa. Reaktiossa muodostuu β-1-sidos.26 
 
 
2.6. Dibentsodioksosiini 
 
 
NMR-spektrometriaa hyödyntämällä on onnistuneesti pystytty karakterisoimaan ligniinin 
rakenteesta löytyviä yhdisteitä.25,27–29 Karhunen et al. ovat tutkineet havupuusta eristetyn 
ligniinin rakennetta (Kuva 3, s.12) kaksidimensionaalisella NMR-tekniikalla. He havaitsivat 
tässä ligniinin rakenteessa olevan bifenylisen, 5,5- ja 𝛽-O-4-sidokset sisältävän rakenteen, 
dibentsodioksosiinin (DBDO).21,30 
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Dibentsodioksosiinia syntyy reaktiossa, jossa bifenoli (5,5’) -radikaali ja 
koniferyylialkoholiradikaali reagoivat keskenään. Tässä radikaalireaktiossa yhdisteiden 
välille muodostuu 𝛽-O-4-sidos ja reaktion välituotteena syntyy kinonimetidiä 19. 
Intramolekulaarisen nukleofiilisen additioreaktion myötä kinometidistä 19 muodostuu 8-
rengasrakenne, DBDO 20 (Kuva 9).21,31  
 
 
Kuva 9. Dibentsodioksosiini 20 rakentuu 5,5- ja 𝛽-O-4-sidoksista.21,30,32 Dibentsodioksosiinia muodostuu bifenoli (5,5’) -
radikaalin ja koniferyylialkoholiradikaalin 15 reagoidessa keskenään. Välituotteeksi reaktiossa muodostuu kinonimetidi 19. 
Reaktion toinen eetterisidos muodostuu intramolekulaarisen nukleofiilisen hyökkäyksen seurauksena ja tuotteeksi saadaan 
8-rengasrakenne, eli DBDO 20.21,31  
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Ralph et al. ja Crestini et al. ovat esittäneet, että 8-rengasrakenne esiintyisi ligniinin 
rakenteen pääteyksikkönä.31,33 Tästä syystä kokeellisessa osuudessa on tutkittu DBDO:n 
reaktiota koniferyylialkoholin kanssa. Reaktion tarkoituksena oli selvittää saadaanko DBDO 
reagoimaan hapettavissa olosuhteissa. Dibentsodioksosiinin hapetusreaktioiden tutkiminen 
on mielenkiintoista myös siksi, että DBDO saattaa rakenteensa puolesta pystyä pelkistämään 
radikaaleja itse hapettuen ja näin sillä olisi antioksadatiivisia ominaisuuksia.  
 
 
2.7. Muita ligniinin monomeerejä 
 
Ligniinin monomeereiksi, edellä mainittujen lisäksi, on esitetty myös molekyylejä 5-
hydroksikoniferyylialkoholi 21, hydroksikanelialdehydi 22, hydroksibentsaldehydi 23, 
hydroksikanelialkoholin esteri 24, dihydroksikanelialkoholi 25 ja aryylipropaani-1-3-diolit 
26 (Kuva 10).31 Hydroksikanelialdehydiä 22 ja hydroksibentsaldehydiä 23 on havaittu 
kaikista ligniinilajeista, kun taas hydroksikanelialkoholin esteriä 24 löytyy vain 
ruoholigniinistä. Näistä monomeerien 22-26 on esitetty toimivan ligniinissä pääteryhminä, 
sillä molekyylirakenne sisältää vain yhden fenolisen hydroksyyliryhmän, jonka hapettuessa 
polymeroituminen pysähtyy.  
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Kuva 10. Ligniinirakenteen mahdollisia monomeerejä ovat 5-hydroksikoniferyylialkoholi 21, hydroksikanelialdehydi 22 
hydroksibentsaldehydi 23, hydroksikanelialkoholin esteri 24, dihydroksikanelialkoholi 25 ja aryylipropaani-1-3-diolit 26.31 
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Ligniinin monomeereiksi on esitetty kuuluvan myös lignolit: hydroksikaneliasetaatti 27, 
hydroksikaneli p-hydroksibentsoaatti 28 ja hydroksikaneli p-kumaraatti 29 (Kuva 11). Edellä 
mainittua kolmea asetyloitua lignolia on havaittu monissa eri kasveissa.31  
 
 
Kuva 11. Muita ligniinirakenteen mahdollisia monomeerejä ovat hydroksikaneliasetaatti 27, hydroksikaneli p-
hydroksibentsoaatti 28 ja hydroksikaneli p-kumaraatti 29.31 
 
 
 
2.8. Ligniinin rakenteen tutkiminen pyrolyysi-kaasukromatografia-massa-
spektrometrillä 
   
Py-GC/MS on osoittautunut hyväksi menetelmäksi ligniinin rakenteen tutkimisessa, koska se 
mahdollistaa haihtuvien polymeeristen yhdisteiden tutkimisen laajalla lämpötila-alueella.28,34–
41 Py-GC/MS:n avulla voidaan tehdä kvantitatiivisia mittauksia kasvisolujen 
ligniinipitoisuuksista.42 Py-GC/MS-mittauksissa on osassa tutkimuksia hyödynnetty eri 
katalyyttejä. Näin saadaan tietoa ligniinin rakenteen käyttäytymisestä ja eri katalyyttien 
vaikutuksesta reaktioon sekä reaktiossa syntyvistä hajoamistuotteista.35,43 Katalyyttien lisäksi 
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voidaan ligniinien rakennetutkimuksissa käyttää apuaineita, jotka eivät suoranaisesti toimi 
reaktiossa katalyytteinä, vaan esimerkiksi metyloivat happoja ja fenoleita. Yksi 
käyttökelpoiseksi havaittu apuaine on tetrametyyliammoniumhydroksidi (TMAH).44–47 
 
Greenwood et al.48 tutkivat ligniinien rakennetta Py-GC/MS:n avulla. He käyttivät kahta eri 
ligniininäytettä, joista toinen koostui havupuusta ja toinen lehtipuusta eristetystä ligniinistä. 
Suurimmat Py-GC/MS-signaalit molempien näytteiden hajoamistuotteista näkyivät 
kromatogrammissa guajakolin 30, 4-metyyliguajakolin 31, vinyyliguajakolin 32, eugenolin 
33, vanilliinin 34 ja koniferyylialkoholin 15 retentioaikojen kohdalla (Kuva 12).48 
 
 
Kuva 12. Havu- ja lehtipuiden ligniininäytteistä identifioidut yhdisteet: guajakoli 30, 4-metyyliguajakoli 31, 
vinyyliguajakoli 32, eugenoli 33, vanilliini 34 ja koniferyylialkoholi 15.48 
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Ligniinien suurin rakenteellinen identifioitu ero löytyi syringolista ja sen johdannaisista. 
Havupuun ligniinissä on vain yhden prosentin verran syringolia ja sen johdannaisyhdisteitä 
(Taulukko 1, s.14). Mittauslaitteiden osalta todettiin, että lasersäteen yhdistäminen Py-
GC/MS:iin oli käyttökelpoinen menetelmä ligniinin pienten molekyylien määrittämiseen 
(≥50 µm).48 
 
Mullen & Boateng49 ovat tutkineet katalyyttien vaikutusta ligniinien hajoamistuotteisiin Py-
GC/MS:llä. He käyttivät neljää erilaista ligniininäytettä. Näytteistä yksi oli sokeriruo’on 
kuidusta eristettyä ligniiniä, yksi sekalaisesta kasvimateriaalista peräisin olevaa ligniiniä ja 
kolmas lehtipuusta eristettyä ligniiniä. Lisäksi oli selluloosan ja ligniinin seosta (1:1) 
sisältävä näyte. Näytteistä tehtiin aluksi Py-GC/MS-mittaukset ilman katalyyttiä, jotta saatiin 
selville ligniinien sisältämät rakenneyksiköt. Tämän jälkeen näytteet analysoitiin Py-
GC/MS:llä kahden eri katalyysireaktion jälkeen. Katalyytteinä reaktioissa käytettiin 
zeoliittikompleksia (HZSM-5) ja koboltin ja molybdeenitrioksidin metalliseosta (Co/MoO3). 
He havaitsivat, että katalyyttejä käyttäessä lisääntyi hajoamistuotteina syntyvien hiilivetyjen 
määrä ja katalyyteistä tehokkaammaksi osoittautui HZSM-5. Tutkimuksessaan Mullen & 
Boateng havaitsivat, että HZSM-5 katalysoi reaktioita siten, että hajoamistuotteena 
muodostui fenolisia hiilivetyjä (Kuva 13).49 
 
 
Kuva 13. HZSM-5 katalysoima reaktio, jossa muodostuu 3-metyylifenolia 35. R ja R1 ovat joko metoksiryhmiä tai 
protoneja.49 
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Katalyyttinä käytetty CoO/MoO3 puolestaan deoksygenoi ligniinien metoksi- ja fenoliryhmiä, 
jonka seurauksena hajoamistuotteena muodostuu hiilivetyjä (Kuva 14).49 
 
 
Kuva 14. CoO/MoO3 katalysoima reaktio, jossa muodostuu metyylibentseeniä 36. R ja R1 ovat joko metoksiryhmiä tai 
protoneja. 49 
 
De Wild et al.8 selvittivät tutkimuksessaan kahden vehnälajikkeen oljesta eristetyn ligniinin 
rakennetta. Mittaukset suoritettiin Py-GC/MS-laitteistolla 500 °C:ssa. Vertailunäytteiksi he 
tutkivat lehtipuusta ja ruohovartisesta kasvista eristettyjen ligniininäytteiden rakennetta. 
Rakenteista oli identifioitavissa guajakolin ja syringolin eri johdannaisyhdisteitä sekä eri 
alkyylifenoleita ja katekoleja (Kuva 15).8 
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Kuva 15. Ligniinien rakenteista on pystytty tutkimuksissa identifioimaan guajakolin ja syringolin  eri johdannaisia sekä eri 
alkyylifenoleja että katekoleja  sisältäviä rakenteita.8 
 
Tetrametyyliammoniumhydroksidi (TMAH) on tutkimusten mukaan osoittautunut 
hyödylliseksi apuaineeksi Py-GC/MS-mittauksissa. TMAH:n käytöstä ovat raportoineet 
muun muassa Martin et al.44 He tutkivat kasviperäisten orgaanisten molekyylien, humus-
aineiden, makromolekyylien rakennetta Py-GC/MS:llä. Hyödyntäessään tutkimuksessaan 
TMAH:a he totesivat, että polysakkaridien ja ligniinien rakenneyksiköiden lisäksi, TMAH:n 
avulla pystyttiin identifioimaan humus-aineiden bentsyylisiä karboksyylihappoja, jotka 
olivat aiemmin jääneet Py-GC/MS-mittauksissa tuntemattomiksi. TMAH:n käyttö perustui 
siihen, että sen avulla saatiin bentseenirenkaan substituenttina olevista karboksyylihapoista 
tehtyä niiden metyyliestereitä.44 TMAH:n hyödyntämisestä ovat raportoineet myös 
González-Vila et al.45 He vertailivat eri eukalyptuspuulajikkeiden ligniinirakenteiden G/S-
suhdetta. Apuna Py-GC/MS-mittauksessa he käyttivät TMAH:a, jolla he metyloivat 
eukalyptuspuiden ligniinirakenteen ennen mittauksia. He raportoivat, että TMAH:n 
hyödyntäminen Py-GC/MS:n apuna tekee mittauksesta nopean, herkän ja yksivaiheisen 
prosessin.45 
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Shiyu & Lucian46 ovat tutkineet havupuun ligniinissä esiintyviä 𝛽-aryylieetteri-sidoksia. He 
havaitsivat, että emäskatalysoidun TMAH-reaktion avulla pystyttiin metyloimaan Py-
GC/MS:ssä hajonneet 𝛽 -aryylieetteri-sidokset. Tämä mahdollisti kyseisten rakenteiden 
identifioinnin Py-GC/MS:llä (Kuva 16).46  
 
 
Kuva 16. Pyrolyysiolosuhteissa 360 ℃ :ssa ligniinin rakenteesta saadaan mahdollisesti muodostumaan 1,2,4-
trimetoksibentseeni 37 TMAH:N avulla.46  
 
 
Rio et al.47 tutkivat vehnän ligniinirakennetta Py-GC/MS:llä hyödyntäen myös TMAH:a. He 
havaitsivat vastaavia tuloksia kuin Shiyu & Lucian siitä, että TMAH metyloi katkaistun 𝛽-
aryylieetteri-sidoksen. Rio et al.47 havaitsivat lisäksi, että TMAH oli käyttökelpoinen 
fenolisten hydroksyyliryhmien esteröimiseen. He hyödynsivät TMAH:a identifioidessaan p-
hydrosikaneliestereitä, sillä TMAH:n avulla oli mahdollista muodostaa p-
hydroksikaneliestereistä trans-muotoa.47 
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3. Ligniinit antioksidantteina 
 
 
Ligniinien sisältämien rakenneyksiköiden antioksidanttiaktiivisuus nousi suureksi 
kiinnostuksen kohteeksi joitakin vuosia sitten. Tutkimista vaikeuttaa se, että ligniinin rakenne 
on monimutkainen ja osittain tuntematon.50 Ligniinin rakenteesta tunnistetuilla fenolisilla 
yhdisteillä on havaittu olevan antioksadatiivisia ominaisuuksia, jotka mahdollistavat 
ligniineille käyttötarkoituksia elintarvike- ja lääketeollisuudessa. Antioksidanteilla on kyky 
stabiloida muita molekyylejä ja samalla estää niiden hapettuminen.2 Radikaalireaktiossa 
fenolinen molekyyli hapettuu itse pelkistäen vapaan radikaalin (Kuva 17).9 
 
 
Kuva 17. Fenolin reaktio peroksiradikaalin kanssa. Reaktiossa antioksidanttina toimiva fenoli pelkistää peroksiradikaalin 
itse hapettuen.9 
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3.1. Eukalyptuspuusta eristetyt fenoliset yhdisteet 
 
 
Faustino et al.2 eristivät tutkimusryhmänsä kanssa eukalyptuspuun ligniinistä 
antioksidanttiaktiivisia fenolisia fraktioita. Erotusprosessissa puuainesta hydrolysoitiin 
rikkihapossa (pH=5) korkeassa lämpötilassa (160-170 °C). Tämän jälkeen liuos suodatettiin 
vakuumissa, jotta kiinteä selluloosa ja ligniini saatiin poistettua. Sokerit ja pienet 
ligniinifragmentit, eli hydrolysaatit uutettiin etyyliasetaatilla. Fenoliset yhdisteet uuttuivat 
orgaaniseen faasiin. Lopuksi orgaanisesta faasista haihdutettiin liuotin ja jäljelle jäänyt sakka 
puhdistettiin kromatografian avulla.2 
 
 
Faustino et al.2 analysoivat eristettyjä yhdisteitä massaspektrometrin avulla, sekä selvittivät 
yhdisteiden rakennetta NMR:n ja FTIR:n avulla. Eukalyptuspuun ligniinistä eristetystä 
materiaalista he pystyivät identifioimaan yhteensä seitsemästätoista yhdistettä. Nämä 
yhdisteet erosivat rakenteensa puolesta pääosin kolmeen ryhmään. Yksi ryhmä oli 𝛽-𝛽-
sidokselliset yhdisteet, joihin kuuluivat epi-syringaresinoli 38, eudesmiini 39 ja larisiresinoli 
40 (Kuva 18).2 
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Kuva 18. Eukalyptuspuusta eristetyistä fenolisista yhdisteistä 𝛽-𝛽-sidoksellisia olivat epi-syringaresinoli 38, eudesmiini 39 
ja larisiresinoli 40.2 
 
 
 
Toinen yhdisteryhmä oli polyfenoliset yhdisteet, joista määrällisesti eniten löytyi 
naringeniinia 41 (Kuva 19).2 
 
 
 
Kuva 19. Eukalyptuspuusta eristetyistä fenolisista molekyyleistä määrällisesti eniten löytyi bifenolista naringeniinia 41.2 
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Muut antioksidanttiaktiiviset polyfenoliset molekyylit olivat: 3-metoksi-5-(3,4,5-
trimetoksifenetyyli)bentseeni-1,2-dioli 42, (Z)-3-metoksi-5-(3,4,5-
trimetoksistyryyli)bentseeni-1,2-dioli 43, 1-(2,4-dihydroksifenyyli)-3-(3,4-
dimetoksifenyyli)-1-propanoni 44, galgantti 45 ja (E)-4-(3-
(4hydroksifenyyli)allyyli)bentseeni-1,3-dioli 46 (Kuva 20). 2 
 
 
 
Kuva 20. Muut antioksidatiiviset polyfenoliset yhdisteet olivat 3-metoksi-6-(3,4,5-trimetoksifenoli)bentseeni-1,2-dioli 42, 
(Z)-3-metoksi-6-(3,4,5-trimetoksistyryyli)bentseeni-1,2-dioli 43, 1-(2,4-dihydroksifenyyli)-3-(3,4-dimetoksifenyyli)-1-
propanoni 44, galgantti 45 ja (E)-4-(3-(4hydroksifenyyli)allyyli)bentseeni-1,3-dioli 46.2 
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Lisäksi fenolisista yhdisteistä identifioitiin syringyylijohdannaisia, kuten metyyli 4-
hydroksi-3,5-dimetoksibentsaldehydi 47, 1-(3,4-dihydroksi-5-metoksifenoli)propan-2-noni 
48, 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsoehappo 49, 1-(3,4-dihydroksi-5-metoksifenyyli)propan-
2-oni 50, (Z)-2,6-dimetoksi-4-(2-propenyyli)fenoli 51, 1-(4-hydroksi-3,5-
dimetoksifenyyli)eta-1-noni 52 ja 2,6-dimetoksifenoli 53 (Kuva 21). Tutkimuksessa 
identifioitiin lisäksi myös orto-trombinen rikkiyhdiste ja bentseeni-1,2,3-trioli.2 
 
 
 
Kuva 21. Eukalyptuspuusta löydetyt syringolin johdannaiset: metyyli 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsaldehydi 47, 1-(3,4-
dihydroksi-5-metoksifenoli)propan-2-noni 48, 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsoehappo 49, 1-(3,4-dihydroksi-5-
metoksifenyyli)propan-2-oni 50, (Z)-2,6-dimetoksi-4-(2-propenyyli)fenoli 51, 1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksifenyyli)eta-1-
noni 52 ja 2,6-dimetoksifenoli 53.2 
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Faustino et al.2 mittasivat yhdisteiden antioksidanttiaktiivisuutta antaen niiden reagoida 1,1-
difenyyli-2-pikryylihydratsyyliradikaalin (DPPH) kanssa. He seurasivat antioksidanttien 
kykyä toimia radikaalin pelkistäjänä mittaamalla eri konsentraatiossa olevien liuosten 
absorbanssissa tapahtuvia muutoksia. Tulokset he esittivät antioksidanttiaktiivisuusindeksin 
mukaan. Tulokset osoittivat, että ligniinistä eristetyillä yhdisteillä on voimakas kyky toimia 
antioksidantteina, mutta se miten nämä yhdisteet mahdollisesti osallistuvat ihmisen elimistön 
puolustusjärjestelmiin vaatii kuitenkin lisätutkimuksia.2 
 
 
3.2. Fenoliset yhdisteet antioksidantteina 
 
 
Kasveista eristetyillä fenolisilla yhdisteillä on havaittu olevan monia fysiologisia 
käyttötarkoituksia. Ne ehkäisevät tulehduksia, allergioita ja haitallisten mikrobien kasvua. 
Fenolisilla yhdisteillä on vaikutusta myös sydän- ja verenkiertojärjestelmään. Fenolisten 
yhdisteiden on havaittu laajentavan verisuonia ja ehkäisevän tromboosien, eli verihyytymien 
syntyä.51,52 Polyfenolisten yhdisteiden on havaittu ehkäisevän syöpää, neurologisia 
sairauksia, diabetesta ja osteoporoosia.53 
 
Polyfenolisista yhdisteistä esimerkiksi flavonoidit ja stilbeenit ovat laajalti luonnossa 
esiintyviä yhdisteitä, sillä niitä löytyy kasveista, marjoista ja kasviksista. Stilbeenejä on 
havaittu kasvien, kasvisten ja marjojen ohella muun muassa lehtipuissa.54 Monilla tuhansilla 
yhdisteillä on polyfenolinen rakenne, joka koostuu aromaattisesta renkaasta ja siihen 
kiinnittyneistä hydroksyyliryhmistä. Ne suojaavat ultravioletti (UV) -säteilyltä ja 
patogeeneiltä. Nämä yhdisteet voidaan luokitella joko sen mukaan montako fenolista 
rengasta ne sisältävät tai renkaita yhdistävän sidoksen mukaan.55 
 
Tutkimustulokset eivät usein ole suoraan verrattavissa yhdisteiden käyttäytymiseen 
elimistössä, sillä tutkitut ainemäärät ovat hyvin pieniä.53 Polyfenolisten molekyylien 
metabolia, imeytyminen ja eliminaatio vaihtelevat eri yhdisteiden välillä, mikä tekee 
osaltaan haasteelliseksi niiden tutkimisen.56 Polyfenolisten molekyylien määrä 
ravintoaineissa, molekyylin rakenne ja sen bioaktiivisuus ovat yhteydessä yhdisteestä 
saataviin terveyshyötyihin.55 Polyfenolisten yhdisteiden tutkimisen osana elimistön 
puolustusjärjestelmää tekee haasteelliseksi myös se, että ne hajoavat herkästi ja imeytyvät 
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heikosti.2 Koska polyfenolisten molekyylien vuorovaikutus solujen kanssa on mekanisminsa 
puolesta vielä osittain tuntematonta, on vaikeaa sanoa, miten paljon polyfenolisilla 
molekyyleillä on todellisuudessa terveyttä edistäviä vaikutuksia.57,53  
 
Polyfenoliset yhdisteet ovat osoittautuneet ruoka-aineiden tärkeimmiksi antioksidanteiksi.56 
Faustino et al.2 raportoivat tutkimuksessaan, että ligniineistä eristetyt fenoliset molekyylit 
estävät ruuan lipidien hapettumista sekä säilyttävät vitamiinien aktiivisuuden. He totesivat 
tutkimuksessaan myös, että ligniinin rakenteesta eristettyjen antioksidanttina toimivien 
molekyylien avulla saadaan säilytettyä ruokien värit.2 He esittivät myös, että ruuassa olevilla 
polyfenolisilla yhdisteillä voisi olla dementiaa ja aivohalvausta ehkäisevää vaikutusta. 
Tarkastellut polyfenoliset molekyylit olivat peräisin kaakaosta, viinistä, rypäleiden 
siemenistä, marjoista, tomaatista, soijasta, granaattiomenasta ja teestä.58  
 
Dell’Agli et al.59 ovat tutkineet punaviinistä eristettyjä stilbeenejä. He havaitsivat, että 
stilbeeneillä on ehkäisevää vaikutusta sydän- ja verisuonitauteihin. Tutkimuksessa 
raportoitiin, että polyfenolisilla yhdisteillä on vaikutusta verisuoniston kalsiumtasapainoon ja 
solujen kasvutekijöihin.59 Yhdisteiden on havaittu myös vähentävän verihiutaleiden 
aggregaatiota, eli yhteenliittymistä.52 Hyötysuhteen todellista arvioimista kuitenkin rajoittaa 
se, ettei näiden yhdisteiden metaboliareitti ole täysin selvillä.59 Useiden tutkimusten mukaan 
polyfenoleilla, kuten flavonoideilla ja stilbeeneillä, on havaittu syöpäkasvaimien leviämistä 
estävää vaikutusta. Nämä yhdisteet ovat tutkimuksissa osoittautuneet myös tehokkaiksi 
antioksidanteiksi.55,60 Polyfenolien syöpää estävistä vaikutuksista ovat tutkimuksessaan 
raportoineet myös Yang et al.61 
 
Tutkimuksissa on esitetty, että ligniinistä peräisin olevilla yhdisteillä voisi olla geenien 
ilmentymiseen vaikuttavia ominaisuuksia. Mitsuhashi et al.19 ovat raportoineet 
tutkimuksessaan, että ligniinistä peräisin olevien fenolisten yhdisteiden 
antioksidanttiaktiivisuudella voisi olla vaikutusta HIV-1-geenin ilmentymiseen. HIV-1-
geenillä on havaittu immuunikatoa edistävä vaikutus. Tutkimuksessaan he raportoivat, että 
molekyyli 54 (Kuva 22), joka sisälsi -5-sidoksen, inhiboi HIV-1-geenin ilmentymään 
tehokkaammin kuin on 𝛽-O-4-, 𝛽-𝛽-, 5-5- ja 𝛽-1-sidoksia sisältävät molekyylit (Kuva 22).19 
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Kuva 22. HIV-1-geenin ilmentymistä esti tehokkaimmin ligniinistä eristetty molekyyli 54.19 
 
 
 
Vinardell et al.62 ovat tutkineet ligniinien antioksidanttiaktiivisuutta ihmisen verestä 
eristettyjen punasolujen avulla. He totesivat ligniinien inhiboivan punasolujen hemolyysiä 
eli punasolujen hajoamista. He raportoivat myös, että eläinkokeissa käytetyt ligniinin 
sisältämät antioksidantit eivät aiheuttaneet ärsytystä iholle tai silmään. Tämä voisi 
mahdollistaa niiden käytön tulevaisuudessa myös kosmetiikan puolella.62 Ugartondo et al.63 
ovat tutkineet eri ligniineistä eristettyjen antioksidanttien kykyä estää punasoluissa olevien 
rasvojen hapettumista vetyperoksidin vaikutuksesta. Myös heidän tutkimustuloksensa 
osoittivat, että ligniinin rakenteesta eristetyillä yhdisteillä olisi kyky toimia radikaalien 
pelkistäjinä.63 
 
 
 
3.4. Ligniinien antioksidanttiaktiivisuuteen vaikuttavat molekyylirakenteet 
 
 
Lehti- ja havupuista eristetyn ligniinin antioksidanttiaktiivisuutta ovat tutkineet Dizhbite et 
al.64 He seurasivat ligniinin rakenteessa olevien kymmenen monomeerin reaktiota DPPH-
radikaalin kanssa. He raportoivat, että molekyylin rakenne vaikutti radikaalireaktioiden 
nopeuteen ja tehokkuuteen. Molekyylin antioksidanttiaktiivisuus kasvoi sen sisältäessä 
fenolisia hydroksyyliryhmiä. Antioksidanttiaktiivisuus lisääntyi myös mikäli molekyylissä 
oli lisäksi metoksiryhmä orto-asemassa.64  
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Tutkimustuloksia siitä, että ligniinien rakenteella olisi vaikutusta niiden 
antioksidanttiaktiivisuuteen, ovat esittäneet myös Barclay et al.9 He tutkivat ligniinin 
sisältämien fenolisten molekyylien antioksidanttiaktiivisuutta. He havaitsivat 
tutkimuksessaan, että tetrameeriset ja dimeeriset fenoliset molekyylit olivat 
antioksidanttiaktiivisuudeltaan tehokkaampia kuin tutkimuksessa käytetyt fenoliset 
monomeerit. Heidän tutkimustuloksistaan selvisi, että ne fenoliset yhdisteet, joiden 
sivuketjuissa oli konjugoitu kaksoissidos, olivat antioksidanttiaktiivisuudeltaan 
aktiivisempia kuin ne rakenteet, joiden sivuketju oli tyydyttynyt. Tällainen sivuketjultaan 
saturoitunut yhdiste on esimerkiksi eugenoli 33 (kuva 12. s. 24).9 
 
Pan et al.65 tekemän tutkimuksen mukaan antioksidanttiaktiivisimpia olivat ne ligniinien 
sisältämät molekyylit, jotka sisälsivät fenolisia hydroksyyliryhmiä ja vähemmän alifaattisia 
hydroksyyliryhmiä sekä pienen molekyylipainon ja alhaisen polydispersiivisyyden.65 Wen et 
al.66 saivat yhteneviä tutkimustuloksia kuin Pan et al. tutkimusryhmänsä kanssa siitä, että 
molekyylien koolla ja sen polydispersiivisyydellä on vaikutusta antioksidanttiaktiivisuuteen. 
Pienikokoisten molekyylien havaittiin olevan antioksidanttiaktiivisuudeltaan voimakkaampia 
kuin suurten.66 Myös Pouteau et al.67 raportoivat tutkimuksessaan, että molekyylin koolla 
sekä molekyylien sisältämien hydroksyyliryhmien määrällä olisi vaikutusta 
antioksidanttiaktiivisuuteen.67 Lu et al.68 raportoivat tutkimuksessaan, että ligniinin 
jauhaminen nanopartikkelikokoon tuotti parempia tutkimustuloksia 
antioksidanttiaktiivisuudesta kuin suurempien partikkelien tutkiminen.68 
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4. Kokeellinen osa 
 
 
4.1. Johdanto 
 
Työn ensisijaisena tarkoituksena tutkia 8-renkaisia DBDO-malliyhdisteitä. Lisäksi Py-
GC/MS-mittauksien avulla haluttiin selvittää voidaanko 8-renkaisia DBDO-malliyhdisteitä 
saada selektiivisesti näkyviin pyrolyysikaasusta. Kirjallisuudessa on esitetty, että nämä 
yhdisteet toimisivat ligniinipolymeerissä pääteyksikköinä.31,33 Mielenkiintoista oli myös 
selvittää, miten tällaiset yhdisteet osallistuvat hapetusreaktioihin ja toimintaan 
antioksidantteina. 
 
DBDO-malliyhdisteen synteesi aloitettiin syntetisoimalla dehydrodivanilliinia 56 (DHDV) 
vanilliinista 55. Reaktiota jatkettiin DHDV:stä 56 dehydrodivanilliinialkoholiksi 57 
(DHDVA). Tämän jälkeen DHDVA:n 57 annettiin reagoida koniferyylialkoholin 15 kanssa 
hapettavissa olosuhteissa, jolloin saatiin muodostumaan 8-renkainen DBDO-malliyhdiste 20. 
Seuraavaksi tutkittiin DBDO:n 20 osallistumista hapetusreaktioihin antamalla sen reagoida 
koniferyylialkoholin 15 kanssa entsyymikatalyyttisesti hapettavissa olosuhteissa. 
Tuoteseokset analysoitiin HPLC-kromatografisesti. HPLC-analyysejä varten valmistettiin  
synteettisesti vertailuyhdisteeksi tetrameerinen malliyhdiste 58 (1-(4-hydroksyyli-3-
metoksifenyyli)-2-(2-metoksi-4-(2,7,11tris(hydroksyylimetyyli)-4,9-dimetoksi-6,7-
dihydrodibentso-[e,g][1,4]dioksosin-6-yyli)fenoksi)propan-1,3-dioli), jonka fenoliseen 
hydroksyyliryhmään liitettiin uusi -O-4-yksikkö. Tämän malliyhdisteen 58 synteesin 
ensimmäisessä vaiheessa DBDO:n 20 annettiin reagoida 4-bentsyyli-3-metoksi--
bromiasetofenonin 63 kanssa jolloin muodostui addukti 64. Reaktiota jatkettiin argon-
ilmakehässä paraformaldehydin ja kalium-tert-butylaatin kanssa. Reaktiossa muodostui 
formuloitutuote 65. Tuotetta 65 pelkistettiin natriumboorihydridillä. Reaktion viimeisessä 
vaiheessa tuotteen 66 suojaryhmä poistettiin vedyttämällä palladium-hiilen avulla ja 
lopputuotteena muodostui tetrameerinen malliyhdiste 58. 
 
Ligniinin rakennetutkimuksia varten tehtiin aluksi yhdeksän yhdisteen spektrikirjasto 
GC/MS-laitteistolla. Nämä yhdeksän yhdistettä valikoituivat sen mukaan, miten yleisiä ne 
ovat eri tutkimusten mukaan ligniinin rakenteessa ja mitä niistä oli saatavilla. Yhdisteiksi 
valittiin 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsladehydi (52 syringaldehydi), 4-allyyli-2,6-
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dimetoksifenoli 67, 2,6-dimetoksifenoli 68, 2,3-dihydroksibentsaldehydi 69, 2-metoksifenoli 
(30, guajakoli), 4-allyyli-2-metoksifenoli (33, eugenoli), 1-(4-hydroksi-3,5-
dimetoksifenyyli)eta-1-noni 70, 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsoehappo (71, 
syringyylihappo) ja 2,4-dimetoksifenoli (72, asetovanilloni). Lisäksi tehtiin kuuden ligniinin 
rakenteessa esiintyvän rakenneyksikön Py-GC/MS-analyysit samoissa olosuhteissa kuin 
tehtiin aiemmin mainittujen yhdeksän yhdisteen GC/MS-analyysit. Valitut ligniinin 
malliyhdisteet olivat 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksifenyyli)-propan-
1,3-dioli (73, SS 𝛽-O-4’), 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-propan-
1,3-dioli (74, GS -O-4’), (7-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-4,9-dimetoksi-6,7-
dihydrobentso[e,g][1,4]dioksiini-2,6,11-triyl)trimetanoli (20, DBDO), 4-(4-(3,5-dimetoksi-4-
metyylifenyyli)tetrahydro-1H,3H-furo[3,4-c]furaani-1-ylidimetoksifenoli (75, GG 𝛽-5’ 
esteri), 1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksihydroksifenyyli)-2-(2-metoksifenoksi)propan-1,3-dioli 
(76, eroli) ja 4-(4-(3,5-dimetoksi-4-metyylifenyyli)tetrahydro-1H, 3H-furo[3,4-c]furaani-1-
yli)-2,6-dimetoksifenoli (77, syringaresinoli). Py-GC/MS-analyyseistä valittiin jokaisen 
malliyhdisteen pyrolyyttisen hajoamisen kokonaisionikromatogrammista (TIC) neljä pinta-
alaltaan suurinta piikkiä, joista mitattuja massaspektrejä verrattiin laitteiston sisältämän 
NIST-spektrikirjaston GC/MS-massaspektreihin sekä itse luodun täydentävän yhdeksän 
yhdisteen GC/MS-spektrikirjaston spektreihin. 
 
4.2. Analyysimenetelmät 
 
1H ja 13C -NMR eli ydinmagneettiset resonanssispektrit vedylle ja hiilelle ajettiin Varian 
Mercury 300 MHz sekä Inova 500 MHz -spektrometreillä. 2D-NMR -spektrit ajettiin Inova 
500 MHz -spektrometrillä. Liuottimena käytettiin d6-asetonia. Näytteet sisälsivät 
syntetisoitua tuotetta 5-50 mg. 
 
HPLC-analyysit tehtiin Agilent 1200 –nestekromatografialaitteistolla ja 
detektointiaallonpituutena käytettiin 270 nm. Kolonnina HPLC-analyysissä käytettiin Agilent 
Zorbax Eclipse XDB-C18–käänteisfaasikolonnia (2,1x100mm, 3,1µm). Detektorina laitteessa 
oli UV-diodirividetektori. Näytteet valmistettiin siten, että reaktiosta otettiin 0,1 ml näytteitä 
määrätyin väliajoin Eppendorf-vialiin. Tämän jälkeen entsyymin toiminta pysäytettiin 0,9 
ml:lla natriumatsidia (5 mM), joka oli liuotettuna 60:40 vesi:metanoli -seokseen ja näytteet 
suodatettiin Phenomenex RC -ruiskusuodattimella (halkaisija 0,45 µm). Puhdas näyte (0,5-
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1,0 mg/ml) liuotettiin vesi:metanoli-liuokseen (60:40) ja eluoitiin vesi:metanoli -gradientilla 
40°C:ssa virtausnopeudella 0,25 ml/min. 
 
HPLC-kromatografiamittaukset tehtiin kahdella eri ajo-ohjelmalla. Isokraattinen ajo-ohjelma 
1 oli: 0-3 min 60 % vettä; 3-9 min lineaarinen gradientti 98 %:iin metanolia; 9-10 min 98 % 
metanolissa; 10-15 min lineaarinen gradientti 60 %:iin vettä (60:40). Kolonni tasapainotettiin 
15-23 min 60 % vettä. Ajo-ohjelma 2 oli: 0-10 min 60 % vettä (60:40), 10 min 100 % 
metanolia; 10-15 min 60 %:iin vettä (60:40). Kolonni tasapainotettiin 15-20 min 60 % vettä. 
 
Py-GC/MS-mittaukset suoritettiin Pyrola ® 2000 pyrolyzer –laitteella 
pyrolysointilämpötilassa 710°C:sta. Laite oli yhdistettynä Bruker Scion SQ 456-GC-MS -
laitteeseen. Detektorina käytettiin elektroni-ionisaatiota (EI). Injektorilämpötila oli 250°C:sta 
ja kantajakaasun nopeus 1,30 ml/min. GC-kolonniuunin lämpötilaohjelma on taulukossa 3 
(Taulukko 3). Kolonnina laitteessa oli pakattu silikakolonni, (5%-fenyyli)-
metyylipolysiloksaani.  Agilent DB-5MS UI (pituus 30 m, halkaisija 0,250 mm ja filmin 
paksuus 0,25 µm).  
 
Taulukko 3. GC-kolonnin lämpötilaohjelma. 
Lämpötila 
(°C) 
Nopeus 
(°C/min) 
Pito 
(min) 
Kokonaisaika 
(min) 
50 0,0 2,00 2,00 
180 30,0 0,00 6,33 
280 40,0 6,00 14,83 
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4.3. Dibentsodioksosiinin synteesireitti 
 
4.3.1. Dehydrodivanilliinin synteesi 
 
Dehydrodivanilliinia 56 (DHDV) valmistettiin radikaalikytkentäreaktiolla vanilliinista 55. 
Tarvittava fenoksiradikaali muodostettiin hapettamalla persulfaatilla kahden arvoinen rauta 
kolmen arvoiseksi, joka toimi reaktiossa varsinaisena hapettajana (Kuva 23).  
 
 
Kuva 23. Dehydrodivanilliinin 56 synteesi. 
 
 
 
Reaktio aloitettiin punnitsemalla vanilliinia 15,0 g (0,099 mol) dekantterilasiin (2 l). 
Vanilliini liuotettiin veteen (1 l) 40 °C:ssa samalla sekoittaen. Kun suurin osa vanilliinista oli 
saatu liukenemaan, lisättiin liuokseen katalyytiksi kidevedellistä rautasulfaattia 0,5 g, jonka 
seurauksena reaktioseoksen väri muuttui haalean punertavaksi. Tämän jälkeen liuokseen 
lisättiin pienissä erissä natriumpersulfaattia 13 g (0,055 mol). Liuosta lämmitettiin 80 °C:een, 
jossa sekoitusta jatkettiin 30 min. Liuos suodatettiin ja saatu sakka pestiin vedellä (30 ml) ja 
kahdesti asetonilla (2x20 ml). Eristetty vaaleanruskea sakka jätettiin yön yli kuivumaan. 
Raakatuotteen saannoksi punnittiin 44,2 g. Saantoprosentiksi laskettiin 150 %, josta voitiin 
päätellä tuotteen olevan vielä kosteaa.  
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4.3.2. Dehydrodivanillyylialkoholin synteesi 
 
Reaktiota jatkettiin syntetisoimalla dehydrodivanilliinista 56 dehydrodivanillyylialkoholia 
57 (DHDVA, Kuva 24).  
 
 
Kuva 24. Dehydrodivanilliinin 56 pelkistysreaktio dehydrodivanillyylialkoholiksi 57. 
 
Dehydrodivanilliinia 56 punnittiin hieman märkänä noin puolet aiemmin valmistetun 
tuotteen määrästä 16,8 g (0,06 mol, 302,28 g/mol) ja tämä liuotettiin natriumhydroksidin (8 
g) vesiliuokseen (75 ml). Dehydrodivanilliini liukeni hyvin ja liuoksen väri muuttui 
mustaksi. Tämän jälkeen liuokseen lisättiin natriumboorihydridiä 3,7 g (0,1 mol, 37,87 
g/mol). Natriumboorihydridin lisäys tehtiin varovasti jäähauteessa, jotta vältettäisiin 
reaktioseoksen kuumeneminen. Liuoksen annettiin sekoittua vuorokauden ajan 
huoneenlämmössä. Seuraavana päivänä seos ei ollut sakkautunut käytetyn ohjeen 
mukaisesti, joten seokseen lisättiin konsentroitua suolahappoa (40 ml) tuhoamaan 
reagenssiylimäärää ja neutraloimaan reaktiota. Reaktio oli kiivas ja sen vuoksi se tehtiin 
jäähauteessa. Tuotteeksi muodostui keltainen sakka, jonka saannoksi punnittiin 11,63 g ja 
saantoprosentiksi laskettiin 70 %. 
 
Jatkoreaktio toistettiin käyttämällä loput ensimmäisen erän dehydrodivanilliinista. DHDV:ta 
punnittiin 8,56 g (0,03 mol, 304,28 g/mol) ja reaktiota jatkettiin 
dehydrodivanillyylialkoholiksi liuottamalla DHDV natriumhydroksidiin (40 ml, 2M). Seos 
muuttui tummanruskeaksi liuokseksi, johon lisättiin varovasti natriumboorihydridi 2 g (0,1 
mol). Liuos oli tumman ruskeaa ja se jätettiin yön yli sekoittumaan. Seuraavana päivänä 
liuos oli muuttunut vaaleamman ruskeaksi ja alkanut saostua. Muodostunut sakka 
suodatettiin sintterillä (G3) ja saatu sakka liuotettiin veteen (250 ml). Liuokseen lisättiin 
jääetikkaa (4,5 ml) jäähauteessa. Seos sakkautui ja suodatettiin sintterillä (G3). Yhteensä 
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DHDVA:ta saatiin muodostumaan 17,79 g ja saantoprosentiksi laskettiin 95 %. Tuotteesta 
mitattiin 1H NMR-spektri (Liite 1) 
 
1H NMR (300 MHz, d6-asetoni):  3.83 (s, 3H), 3.93 (s, 3H), 4.51 (s, 4H) 6.8 (d, 
2H), 6.95 (d, 2H)  
 
4.3.3. Dibentsodioksosiinin synteesi 
 
Edellä valmistetusta DHDVA:sta 57 syntetisoitiin 8-renkainen DBDO-malliyhdiste 20 
entsyymikatalysoidun hapetusreaktion avulla koniferyylialkoholin 15 kanssa (Kuva 25). 
 
 
Kuva 25. DHDVA:n  57 entsyymikatalysoitu hapetusreaktio koniferyylialkoholin 15 kanssa. Tuotteeksi muodostuu 
DBDO:n 20 cis- ja trans-isomeerit. 
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DHDVA:ta punnittiin 1,4 g (0,0046 mol, 304,28 g/mol). DHDVA liuotettiin 1:1 
sitraattifosforipuskuri (0,01 M, pH 6): dioksaaniin (60 ml). Tämän jälkeen valmistettiin 
kaksi liuosta 10 ml:n ruiskuihin. Toiseen ruiskuun laitettiin koniferyylialkoholia 0,91 g 
(0,0051 mol) liuotettuna 5 ml:aan dioksaania ja puskuria ja toiseen ruiskuun laitettiin 5 ml, 
1, 0 M vetyperoksidia (0,0046 mol) ja puskuria (5ml). Vetyperoksidi valmistettiin 
mittaamalla 0,925 ml (11,02 M) vetyperoksidia mittapulloon (10 ml) ja loput täytettiin 
vedellä. Kolviin lisättiin vielä entsyymiksi piparjuuriperoksidaasia (HRP) 20 mg liuotettuna 
1 ml:aan vettä. Sekoitus säädettiin pienelle. Reaktio aloitettiin lisäämällä 
koniferyylialkoholia ja vetyperoksidia ruiskupumpun avulla 2,5 ml/h. Seuraavana päivänä 
havaittiin seoksen muuttuneen keltaisenruskeaksi öljymäiseksi seokseksi. Liuos uutettiin 
etyyliasetaatilla neljästi (4 x 40 ml). Uutossa syntynyt orgaaninen faasi kuivattiin Na2SO4:llä 
ja liuotin haihdutettiin pois. Raakatuote oli öljymäinen ruskea neste, jonka saannoksi 
punnittiin 2,7 g ja saantoprosentiksi laskettiin 120 %, joka on yli teoreettisen saannon. Tästä 
voitiin päätellä, että raakatuote sisälsi vielä liuotinta. 
 
DBDO:n raakatuotteelle ja DHDVA:lle tehtiin TLC-ohutlevykromatografia. Liuottimena 
käytettiin 1:1 etyyliasetaatti:asetonia. TLC-ajosta oli havaittavissa, että näyte sisälsi toivotun 
tuotteen DBDO:n kahta eri isomeeriä ja joitakin sivutuotteita, minkä vuoksi tuote 
puhdistettiin käyttäen Biotagen automaattista flash-kromatografista puhdistuslaitteistoa. 
 
Raakatuote sekoitettiin haihdutuksen jälkeen silikaan (1 tl) ja siirrettiin silikaputkeen 
(Biotage Snap Cartridge KP-sil 100g). Tuote ajettiin flash-pylvään läpi käyttäen eluenttina 
2:3 etyyliasetaatti:asetonia. Flash-kromatogrammista ja näytteistä ajetusta TLC:stä 
havaittiin, että näytettä sisälsivät fraktiot 2C-5D. Nämä fraktiot yhdistettiin ja liuotin 
haihdutettiin alipaineen avulla pois. Puhdistettua tuotetta saatiin 2,0 g, jonka 
saantoprosentiksi laskettiin 90 %. Tuote analysoitiin NMR:llä (Liite 2) ja HPLC:n ajo-
ohjelmalla 1 (Liite 3). 
 
1H NMR (300 MHz, d6-asetoni): 3.065-3.777 (s, 9H), 4.15-4.25 (t, 2OH), 4.75 (d, 1H), 
4.05 (m, 1H), 3.4-3.8, (m, trans 2H), 6.6-7.12 (m, 7ArH) 
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4.4. Dibentsodioksosiinin hapetusreaktiot 
 
Dehydrodivanillyylialkoholin tetrameeriä 58 yritettiin valmistaa entsyymikatalysoidulla 
hapetusreaktiolla liittämällä koniferyylialkoholia 15 selektiivisesti DBDO:in 20 (Kuva 26). 
 
 
Kuva 26. Dehydrodivanillyylialkoholin tetrameeriä 58 yritettiin valmistaa entsyymikatalysoidulla reaktiolla DBDO:sta 20 
ja koniferyylialkoholista 15. 
 
 
Kaksoiskaulakolviin punnittiin koniferyylialkoholia 19,3 mg (0,107 mol), joka liuotettiin 
1,4-dioksaaniin (3 ml). Lisäksi kolviin lisättiin natrium-malonaattipuskuria (6 ml). Tämän 
jälkeen valmistettiin kaksi (1 ml) ruiskua, joista toiseen laitettiin DBDO:ta 52 mg (0,107 
mol) liuotettuna 1,4-dioksaaniin (0,35 ml) ja loput puskuriliuosta ja toiseen ruiskuun 
laitettiin vetyperoksidia 0,147 ml (0,150 mol, 1,102 M) ja loput puskuriliuosta. 
Ruiskupumppuun asetettiin nopeudeksi 1 ml/h. Ennen tiputuksen alkua lisättiin liuokseen 
HRP-entsyymiä (2 mg) liuotettuna 1 ml:aan vettä. Sekoitusta jatkettiin yön yli. Reaktion 
etenemistä seurattiin ottamalla HPLC-näytteitä reaktion lähtötilanteesta sekä 0,5; 1,0; 2,0; 
3,0; 19 tunnin näytteet. Aamulla liuos oli sakkautunut vaalean harmaaksi seokseksi, joka 
uutettiin etyyliasetaatilla (4x10 ml). Seos pestiin kylläisellä natriumkloridiliuoksella (2x10 
ml). Tämän jälkeen liuos kuivattiin natriumsulfaatilla ja liuotin haihdutettiin alipaineessa 
kloroformilisäyksen avulla (20 ml). Tuotteen saannoksi punnittiin 52 mg, jonka 
saantoprosentti oli 73 %:a. Reaktion etenemistä seurattiin HPLC:n avulla ajo-ohjelmalla 1 
(Liite 4). Tuotteesta ajettiin HSQC-NMR-spektri (Liite 5). Taulukkoon 4 on taulukoituna 
hapetusreaktioiden muut menetelmät 1-3 ja menetelmien eroavaisuudet (Taulukko 4). 
 
 
 41 
Taulukko 4. Taulukossa on lueteltuna hapetusreaktioiden menetelmät 1-3 sekä 2.2, joka 
erosi hapetusreaktiosta 2 vain sen osalta, että vetyperoksidi oli juuri valmistettua. 
Hapetusreaktiot 1-3 erosivat toisistaan sen osalta, mitkä yhdisteet lisättiin ruiskupumpulla ja 
mitkä yhdisteet olivat jo reaktion alussa suoraan kolvissa. 
 
Hapetusreaktion 
menetelmä 
Kolvissa Ruiskulla 
1 Koniferyylialkoholi 
 
DBDO 
H2O2 
2 Koniferyylialkoholi 
DBDO 
H2O2 
3  Koniferyylialkoholi 
DBDO 
H2O2 
2.2 Koniferyylialkoholi DBDO 
H2O2 (valmistettu) 
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Hapetusreaktioissa oli mahdollista tuotteena muodostua myös 
koniferyylialkoholimolekyylien muodostamia dimeerejä 59-61 (Kuva 27). 
 
 
Kuva 27. Koniferyylialkoholin 15 hapetusreaktiossa on mahdollista muodostua dimeerejä 59-61. 
 
Myös DBDO:lle 20 oli mahdollista muodostua dimeerejä 62 5-5-sidoksella (Kuva 28). 
 
 
Kuva 28. DBDO:n 20 hapetusreaktio, jossa muodostuu tuotteena yhdistettä 62. 
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4.5. Tetrameerisen yhdisteen 58  nelivaiheinen synteesireitti  
 
 
Seuraavaksi syntetisoitiin aryyliglyseroli -O-4-aryylieetterirakenteen sisältävä 
tetrameerinen vertailuyhdiste 58 nelivaiheisen synteesireitin kautta. Lähtöaineena käytettiin 
edellä valmistettua DBDO:ta 20. 
 
 
4.5.1. Tuotteen 64 synteesi 
 
Reaktion ensimmäinen vaihe oli dibentsodioksosiinin 20 reaktio 4-bentsyyli-3-metoksi--
bromiasetofenonin 63 kanssa (Kuva 29). 
 
 
 
Kuva 29. DBDO:n 20 ja 4-bentsyyli-3-metoksi--bromiasetofenonin 63 reaktiossa muodostuu yhdistettä 64.  
 
Kolviin (100 ml) punnittiin DBDO:ta 144 mg (0,30 mmol, 485,3 g/mol) ja se liuotettiin 
asetoniin (30 ml). Kolviin asennettiin pystyjäähdytin ja liuosta sekoitettiin noin 10 min. 
Tämän jälkeen lisättiin kaliumhydroksidia 0,015 g (0,27 mmol), joka oli liuotettuna veteen 
(2 ml). Kolviin muodostui saostuma, mikä johtui reaktiossa muodostuvasta DBDO:n 
anionimuodosta. Seuraavaksi seokseen lisättiin 4-bentsyyli-3-metoksi--bromiasetofenonia 
asetoniin liuotettuna. Seos kirkastui ja kolvin reunalle alkoi muodostua sakkaa. Reaktiota 
seurattiin TLC-ohutlevykromatografian avulla ja reaktion havaittiin edenneen loppuun 
seuraavana aamuna, sillä lähtöainetta ei enää erottanut TLC:sta. Reaktio lopetettiin 
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kaatamalla seos veteen. Seos uutettiin etyyliasetaatilla (3x30 ml) ja orgaaninen faasi pestiin 
kylläisellä natriumkloridiliuoksella. Tämän jälkeen liuos kuivattiin natriumsulfaatilla ja 
liuotin haihdutettiin pois. Kolviin muodostui kellertävä sakka, jonka massaksi punnittiin 143 
mg ja saantoprosentiksi laskettiin 64,0 %. Tuotteesta 64 valmistettiin HPLC-näyte, joka 
ajettiin ajo-ohjelmalla 2. 
 
4.5.2. Tuotteen 65 synteesi 
 
Saadun tuotteen 64 reaktiota jatkettiin argon-ilmakehässä paraformaldehydin ja kalium-tert-
butoksidin kanssa (Kuva 30). 
 
 
 
Kuva 30. Tuotteen 65 synteesi. 
 
Kaksoiskaulakolviin punnittiin kalium-tert-butoksidia 10 mg (0,01 mol, 111 g/mol). Kolviin 
lisättiin septumin läpi kuivaan DMF:n (10 ml) liuotettua tuotetta 143 mg. Seos muuttui 
ruosteen punaiseksi. Seosta sekoitettiin noin 15 min ajan, jonka jälkeen lisättiin 
paraformaldehydiä 20 mg. Reaktio jätettiin sekoittumaan yön yli. Reaktio lopetettiin 
kaatamalla seos veteen. Tämän jälkeen se uutettiin etyyliasetaatilla (3x30 ml) ja tehtiin 
hieman happamaksi suolahapolla (0,5 M). Orgaaninen faasi pestiin kylläisellä 
natriumkloridiliuoksella. Tämän jälkeen seos kuivattiin natriumsulfaatilla ja liuotin 
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haihdutettiin pois. Kolviin muodostui keltainen sakka, jonka massaksi punnittiin 163 mg ja 
saantoprosentiksi laskettiin 110 %. Saantoprosentti oli yli teoreettisen saannon. Tuotteeen 
joukossa oli todennäköisesti liuotinjäämiä ja joitain epäpuhtauksia, joten tuotteesta 65 
valmistettiin HPLC-näyte, joka ajettiin ajo-ohjelmalla 2 
 
 
 
4.5.3. Tuotteen 66 synteesi 
 
Reaktion seuraavassa vaiheessa yhdistettä 65 pelkistettiin natriumboorihydridillä (NaBH4) 
(Kuva 31). 
 
 
Kuva 31. Tuotteesta 65 jatkettiin reaktiota pelkistämällä sitä natriumboorihydridillä.  
 
Tuotetta 65 punnittiin 163 mg (83 µmol) ja tämä liuotettiin absoluuttiseen etanoliin (10 ml) 
100 ml:n kolvissa. Liuokseen lisättiin natriumboorihydridiä 21 mg (56 µmol 
natriumhydroksidiin (10 ml,  0,1 M) liuotettuna. Lisäys tehtiin pisaroittain hitaasti ja samalla 
sekoittaen. Tunnin kuluttua reaktiosta otettiin näyte ja ajettiin HPLC-kromatogrammi ajo-
ohjelmalla 2, josta havaittiin, että reaktio oli edennyt loppuun. Seos neutraloitiin 
suolahapolla (2 M, noin 1 ml) ja uutettiin etyyliasetaatilla (3x25 ml). Uutossa muodostunut 
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orgaaninen faasi pestiin kylläisellä natriumkloridiliuoksella (3x25 ml). Tämän jälkeen liuos 
kuivattiin natriumsulfaatilla ja liuotin haihdutettiin pois. Kolviin muodostui kellertävä sakka, 
jonka massaksi punnittiin 104 mg. Saantoprosentiksi laskettiin 63 %.  
 
 
4.5.4. Tuotteen 58 synteesi 
 
Reaktiota jatkettiin vedyttämällä molekyyliä 66 palladium-hiilen avulla (Kuva 32). 
 
 
Kuva 32.  Yhdisteen 66 vedytysreaktiossa syntetisoitiin tuotetta 58.  
 
Tuotetta 66 punnittiin 104,0 mg, (134 µmol, 773,24 g/mol) ja tämä liuotettiin imupullossa 
absoluuttiseen etanoliin. Seokseen lisättiin 88 mg Pd/C, joka oli myös liuotettuna 
absoluuttiseen etanoliin (20 ml). Jotta liuoksen mahdollinen happamuus ei vaikuttaisi 
reaktion kulkuun, lisättiin seokseen pyridiiniä (2 ml).  Seosta vedytettiin tunnin ajan 
tehokkaasti sekoittaen, jonka jälkeen seos suodatettiin sintterillä (G 5).  Liuotin haihdutettiin 
pois alipaineessa, kunnes pyridiini saatiin poistumaan. Tuote 58 säilöttiin argonin alla 
jääkaappiin. Tuotteen 58 Saannoksi punnittiin 52 mg. Saantoprosentiksi laskettiin 57,38 %.  
Tuotteelle tehtiin 1H NMR ja HSQC-NMR –ajot. Tuotteesta 58 valmistettiin myös HPLC-
näyte, joka ajettiin ajo-ohjelmalla 2.  
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4.6. Pyrolyysi-kaasukromatografia-massaspektrometria mittaukset 
 
Py-GC/MS-mittauksia varten valmistettiin aluksi yhdeksän yhdisteen spektrikirjasto. 
Yhdisteet valikoituivat sen mukaan, mitä kirjallisuudesta oli havaittu ligniinien rakenteesta 
sekä sen mukaan, mitä näistä yhdisteitä löytyi suoraan laboratoriosta. Yhdisteiden 
tuottamista EI-massaspektreistä haluttiin tietoa, kuten yhdisteiden m/z-arvo ja 
fragmentoituminen. Joukossa oli erityyppisiä fenoleita, joiden oletettiin antavan hyvin 
erityyppisiä massaspektrejä. Mittaukset tehtiin myös kartoittamaan kaasukromatografialla 
tehtyjä ajo-olosuhteita ja sitä, millaisella retentioajalla erilaiset yhdisteet erottuvat käytetyssä 
(5 % -fenyyli)-metyylipolysiloksaani-kolonnissa.  
 
Spektrikirjaston yhdisteiksi valittiin: 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsaldehydi (52 
syringaldehydi), 4-allyyli-2,6-dimetoksifenoli 67, 2,6-dimetoksifenoli 68, 2,3-
dihydroksibentsaldehydi 69, 2-metoksifenoli (30, guajakoli), 4-allyyli-2-metoksifenoli (33, 
eugenoli), 1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksifenyyli)eta-1-noni 70, 4-hydroksi-3,5-
dimetoksibentsoehappo (71, syringyylihappo) ja 2,4-dimetoksifenoli (72, asetovanilloni) 
(Kuva 33). 
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Kuva 33. Spektrikirjaston näytteet olivat 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsladehydi (52 syringaldehydi), 4-allyyli-2,6-
dimetoksifenoli 67, 2,6-dimetoksifenoli 68, 2,3-dihydroksibentsaldehydi 69, 2-metoksifenoli (30, guajakoli), 4-allyyli-2-
metoksifenoli (33, eugenoli), 1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksifenyyli)eta-1-noni 70, 4-hydroksi-3,5-dimetoksibentsoehappo 
(71, syringyylihappo) ja 2,4-dimetoksifenoli (72, asetovanilloni). 
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Yhdisteistä valmistettiin aluksi kantaliuokset konsentraatioon 10 mmol/l. Kantaliuoksista 
tehtiin näyteliuokset laimentamalla ne konsentraatioon 0,1 mmol/l. Spektrikirjaston GC/MS-
spektrit analysoitiin GC/MS-laitteiston NIST-spektritietokannan avulla.  
 
Tämän jälkeen mitattiin Py-GC/MS:llä kuuden ligniinin malliyhdisteen Py-GC/MS-spektrit. 
Nämä malliyhdisteet olivat 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksifenyyli)-
propan-1,3-dioli (73, SS 𝛽-O-4’), 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-
propan-1,3-dioli (74, GS -O-4’), (7-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-4,9-dimetoksi-6,7-
dihydrobentso[e,g][1,4]dioksiini-2,6,11-triyl)trimetanoli (20, DBDO), 4-(4-(3,5-dimetoksi-
4-metyylifenyyli)tetrahydro-1H,3H-furo[3,4-c]furaani-1-ylidimetoksifenoli (75, GG 𝛽-5’ 
esteri), 1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksihydroksifenyyli)-2-(2-metoksifenoksi)propan-1,3-dioli 
(76, eroli) ja 4-(4-(3,5-dimetoksi-4-metyylifenyyli)tetrahydro-1H, 3H-furo[3,4-c]furaani-1-
yli)-2,6-dimetoksifenoli (77, syringaresinoli) (Kuva 34).  
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Kuva 34. Py-GC/MS-mittauksissa käytetyt ligniinin malliyhdisteet olivat 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3,5-
dimetoksifenyyli)-propan-1,3-dioli (73, SS 𝛽-O-4’), 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-propan-1,3-
dioli (74, GS -O-4’), (7-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-4,9-dimetoksi-6,7-dihydrobentso[e,g][1,4]dioksiini-2,6,11-
triyl)trimetanoli (20, DBDO), 4-(4-(3,5-dimetoksi-4-metyylifenyyli)tetrahydro-1H,3H-furo[3,4-c]furaani-1-
ylidimetoksifenoli (75, GG 𝛽-5’ esteri), 1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksihydroksifenyyli)-2-(2-metoksifenoksi)propan-1,3-dioli 
(76, eroli) ja 4-(4-(3,5-dimetoksi-4-metyylifenyyli)tetrahydro-1H, 3H-furo[3,4-c]furaani-1-yli)-2,6-dimetoksifenoli (77, 
syringaresinoli). 
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4.7. Tulosten tarkastelu 
 
Tehtyjen 1H NMR-analyysien mukaan DHDVA:n 57 ja DBDO:n 20 synteesit tuottivat 
onnistuneesti haluttuja tuotteita (Liitteet 1-2). DBDO:n 20 synteesin onnistumisesta kertoo 
myös näytteestä ajo-ohjelmalla 1 tehty HPLC-kromatogrammi, josta havaitaan DBDO:n 
signaali retentioajalla 5,32 min (Liite 3). 
 
Hapetusreaktion menetelmän 1 HPLC-kromatogrammissa näkyy lähtöaineden 
retentioaikojen signaalit. DBDO:n 20 retentioaika oli 5,30 min ja koniferyylialkoholin 15 
retentioaika oli 2,476 min. HPLC-ajot tehtiin ajo-ohjelmalla  1. Reaktion edetessä 
muodostuneet muut signaalit voivat kertoa mahdollisesta halutusta tetrameerisestä tuotteesta 
58 ja sivutuotteiden, kuten DBDO:n 5-5’-dimeerin 62 ja koniferyylialkoholin 
hapetusreaktiossa syntyneiden tuotteiden 59-61 muodostumisesta (Liite 4). 
Hapetusreaktioiden menetelmät 2-3 epäonnistuivat ja syynä tähän saattoi olla vetyperoksidin 
hajoaminen tai HRP-entsyymin heikentynyt teho.  
 
Tetrameerisen yhdisteen 58 nelivaiheisesta synteesireitistä kunkin välivaiheen 
raakatuotteista ajetut HPLC-kromatogrammit ovat nähtävissä liitteessä 6. Reaktion 
edistymistä seurattiin ajamalla HPLC-kromatogrammit ajo-ohjelmalla 2. Näistä voidaan 
todeta, että ensimmäisessä vaiheessa lähtöaineena olleen yhdisteen 20 retentioajan signaalin 
pinta-ala on pienentynyt ja kunkin reaktiovaiheen jälkeen uusia signaaleita on muodostunut. 
Nämä uudet signaalit voivat kertoa reaktiossa syntyneistä tuotteista 64-65 ja 58 (Liite 6). 
Kun lopputuote eli yhdiste 58 ajettiin ajo-ohjelmalla 1 sen retentioaika oli 5,50 min, joka on 
hyvin lähellä lähtöaineen DBDO:n retentioaikaa 5,30 min. Tämä osoittaa, että aiemmin 
tehdyissä hapetuskokeissa sen havainnointi HPLC:n avulla käytetyissä olosuhteissa on ollut 
mahdotonta, sillä käytännössä piikit tulevat päällekkäin. Yhdisteiden 20 ja 58 UV-spektrit 
näkyvät liitteessä 7 (Liite 7). Eristetyistä loppuotteista 20 ja 58 ajettiin 1H, HSQC ja HSQC-
TOCSY -NMR-spektrit osoittamaan niiden rakenteita.  
 
DBDO:n 20, hapetusreaktion menetelmällä 1 syntetisoidun tuotteen 58 ja nelivaiheisesta 
synteesireitistä saadun vastaavan tuotteen 58 HSQC-NMR-signaalien arvot ja-hiilen 
osalta näkyvät taulukossa 5 (Taulukko 5, Kuva 35, Liitteet 2, 5, 7). DBDO:n 20 HSQC-
NMR-spektreistä voidaan havaita 8-rengasrakenteen ja-hiilen hiili-protoni-korrelaatio. 
HSQC-NMR-spektristä on erotettavissa myös cis- ja trans-isomeerien signaalit. Yhdisteen 
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58 HSQC-NMR-signaaleista voidaan havaita vastaavan 8-rengasrakenteen cis- ja trans-
isomeerit jahiilien osalta. Yhdisteen 58 HSQC-NMR-spektreissä näkyy myös 
mahdolliselle -O-4’-rakenteelle ominaisia hiili-protoni-korrelaatiota, joista taulukkoon 5 on 
merkitty mahdollisen 2-hiilen hiili-protoni-korrelaation signaalit. Näytteistä olisi 
varmistuksen saamiseksi ollut hyvä tehdä vielä massaspektrometri-analyysit. 
 
 
Taulukko 5. DBDO:n 20 ja hapetusreaktiolla menetelmällä 1 sekä nelivaiheisella 
synteesireitillä valmistetun tuotteen 58 HSQC-NMR-signaalien arvot. 
 
 
Yhdiste CH) (CH) (CH2) CH) 
20 cis  
82,95/4,94 
trans 
86,94/4,75 
cis 
91,13/4,32 
trans  
89,46/4,04 
cis  
64,90/3,71 
trans 
64,27/3,37 
- 
58 
(hapetusreaktio 
1) 
cis  
84,62/4,77 
trans 
87,76/5,57 
cis  
85,81/4,34 
trans  
86,92/4,05 
cis 
63,84/3,86 
trans 
62,37/3,47 
 
4,90/73,07 
 
58 
(nelivaiheinen 
synteesireitti) 
cis  
84,20/4,79 
trans 
87,34/4,25 
cis  
85,88/4,36 
trans  
86,92/4,04 
cis  
63,00/3,79 
trans 
62,16/3,46 
 
4,91/73,07 
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Kuva 35. Yhdisteen 20 ja hapetusreaktiolla menetelmällä 1 sekä nelivaiheisella synteesireitillä valmistetun yhdisteen 58 
molekyylikaavat. Rakenteisiin on merkitty HSQC-NMR-spektroskopialla analysoidut  ja -hiilet sekä –O-4-sidokseen 
kuuluva -hiili. 
 
 
 
Liitteistä 9-17 on nähtävissä spektrikirjastoon ajettujen näytteiden massaspektrit. Taulukossa 
6 on esitetty yhdisteiden nimet, moolimassat, retentioajat (RT) ja suurimmat massapiikit 
(m/z) (Taulukko 6). 
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Taulukko 6. Taulukossa on lueteltuna spektrikirjaston yhdisteet niiden moolimassat, 
retentioajat ja suurimmat massapiikit. 
Yhdiste Moolimassa 
(g/mol) 
Retentioaika 
(min) 
Suurin 
massapiikki  
(m/z) 
4-hydroksi-3,5-
dimetoksibentsladehydi (52 
syringaldehydi) 
182 18,420 182,1 
4-allyyli-2,6-
dimetoksifenoli 67 
194 17,797 194,1 
2,6-dimetoksifenoli 68 154 14,554 154 
2,3-
dihydroksibentsaldehydi 69 
138 15,035 137,2 
2-metoksifenoli (30, 
guajakoli) 
124 10,525 124 
4-allyyli-2-metoksifenoli 
(33, eugenoli) 
164 14,643 164,1 
1-(4-hydroksi-3,5-
dimetoksifenyyli)eta-1-noni 
70 
196 19,225 196,1 
4-hydroksi-3,5-
dimetoksibentsoehappo (71, 
syringyylihappo) 
198 25,247 186,8 
2,4-dimetoksifenoli (72, 
asetovanilloni) 
166 16,455 166 
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Kuuden ligniinin rakenteessa esiintyvän rakenneyksikön Py-GC/MS-analyyseistä valittiin 
jokaisesta neljä pinta-alaltaan/intensiteetiltään suurinta m/z-signaalia, jotka pyrittiin 
identifioimaan. 
 
Pyrolysoitaessa 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksifenyyli)-propan-1,3-
diolia (73, SS 𝛽-O-4’) GC/MS-TIC-kromatogrammista identifioitiin NIST-
spektritietokannan avulla bentsaldehydi (RT=8,215 min, z/m=106,1) ja guajakoli 
(RT=10,522 min, m/z=124,1). Retentioajalla 16,910 min GC/MS-TIC-kromatogrammista 
havaittiin m/z-signaali 182,1. Massaspektri vastasi osaltaan spektrikirjastosta löytyvää 
syringaldehydiä, jonka retentioaika oli 18,420 min ja m/z=182,1. Retentioaika 17,299 min 
voisi viitata 4-allyyli-2,6-dimetoksifenolin (m/z=180,1) lohkeamiseen, sillä tämä on 
tyypillinen lohkeaminen-O-4’-rakenteen pyrolyysissä.69 (Liite 18) 
 
Pyrolysoitaessa 2-(2,6-dimetoksifenoksi)-1-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-propan-1,3-diolia 
(74, GS -O-4’) GC/MS-TIC-kromatogrammista identifioitiin NIST-spektritietokannan 
avulla guajakoli (RT=10,533, m/z=124,0). Retentioaika 14,367 min voisi viitata 
homovanilliiniin (m/z=166,1) ja retentioaika 15,005 min voisi viitata asetovanilloniin 
(m/z=178,1). Asetovanillonin lohkeaminen on tyypillistä -O-4’-rakenteen pyrolyysille.69 
Retentioaika 18,258 min voisi viitata syringaldehydiin (m/z=182,1), jonka retentioaika on 
18,420 min, mutta massaspektristä nähdään, ettei lohkeaminen ollut mennyt vastaavalla 
tavalla. (Liite 19) 
 
Pyrolysoitaessa (7-(4-hydroksi-3-metoksifenyyli)-4,9-dimetoksi-6,7-
dihydrobentso[e,g][1,4]dioksiini-2,6,11-triyl)trimetanolia (20, DBDO) GC/MS-TIC-
kromatogrammista identifioitiin NIST-spektritietokannan avulla eugenoli retentioajalla 
15,922 min (m/z=164,1). Myös retentioaika 14,064 min viittasi eugenolin hajoamiseen. 
Retentioajalla 18,258 min muodostui signaali m/z=173,1, jota ei pystytty identifioimaan. 
Retentioaika on vastaava kuin yhdisteellä 74. Myöskään retentioajalla 20,415 min 
tapahtunutta lohkeamista ei saatu identifioitua. Se on identtinen yhdisteen 76 massaspektristä 
havaitun lohkeamisen kanssa. (Liite 20) 
 
Pyrolysoitaessa 4-(4-(3,5-dimetoksi-4-metyylifenyyli)tetrahydro-1H,3H-furo[3,4-c]furaani-
1-ylidimetoksifenolia (75, GG 𝛽-5’ esteri) identifioitiin vanilliini retentioajalla 15,242 min 
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(m/z=151). Retentioaika 18,259 min (m/z=173,1) on vastaava kuin yhdisteillä 20 ja 74. 
Retentioaika 19,408 min (m/z=208,1) voisi viitata 3,5-dimetoksi-4-hydroksiasetofenonin 
lohkeamiseen. Retentioaikaa 20,416 min ei voitu identifioida, mutta vastaava lohkeaminen 
on havaittavissa myös yhdisteiden 20 ja 76 massaspektreistä. (Liite 21) 
 
Pyrolysoitaessa 1-(4-hydroksi-3,5-dimetoksihydroksifenyyli)-2-(2-metoksifenoksi)propan-
1,3-diolia (76, eroli) voitiin identifioida retentioajalla 10,396 min guajakoli (m/z=124) ja 
retentioajalla 15,266 min vanilliini (m/z=151). Retentioaika 14,367 min oli identtinen 
yhdisteen 74 massaspektrissä havaitun lohkeamisen kanssa ja voisi viitata homovanilliinin 
lohkeamiseen. Retentioajalla 20,414 min (m/z=208,1) tapahtuvaa lohkeamista ei pystytty 
identifioimaan. (Liite 22)  
 
Pyrolysoitaessa 4-(4-(3,5-dimetoksi-4-metyylifenyyli)tetrahydro-1H, 3H-furo[3,4-c]furaani-
1-yli)-2,6-dimetoksifenolia (77, syringaresinoli) voitiin NIST-spektritietokannan avulla 
identifioida retentioajoilla 13,394 min ja 14,086 min hiilivetyjä (m/z=99,1). Retentioajalla 
17,632 min tapahtuvassa lohkeamisessa on yhteneväisyyksiä 4-allyyli-2,6-dimetoksifenolin 
massaspektrin kanssa (m/z=177,1), mutta varmaa identifiointia ei voitu tehdä. Retentioajalla 
18,262 min tapahtuvaa lohkeamista ei pystytty identifioimaan. (Liite 23) 
 
Taulukkoon 7 on kursivoituna merkitty ne yhdisteet, joita retentioajan ja massaspektrin 
perusteella ei pystytty identifioimaan varmaksi. (Taulukko 7).  
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Taulukko 7. Taulukkoon on laadittu yhteenvetona kuuden rakenneyksikön Py-GC/MS-
analyyseistä identifioitujen signaalien 1A-4A (RT ja m/z). (Liitteet 10-23) 
Rakenneyksikkö 1A  
RT(min) 
m/z 
2A 
RT(min) 
m/z 
3A  
RT(min) 
m/z 
4A  
RT(min) 
m/z 
SS  
-O-4’ 
73 
RT=8,215  
m/z=106 
bentsalde-
hydi 
RT=10,522 
m/z=124 
guajakoli 
 
RT=16,910 
m/z=182,1 
syringal-
dehydi 
RT=17,299 
m/z=180,1 
4-allyyli-2,6-
dimetoksifenoli 
GS 
-O-4’ 
74 
RT=10,533 
m/z=124,0 
guajakoli 
RT=14,367 
m/z=166,1 
homovanilliini 
RT=15,005 
m/z=178,1 
asetovanilloni 
RT=18,258 
m/z=173,1 
- 
DBDO 
20 
RT=14,064 
m/z=150,1 
eugenoli 
RT=15,922 
m/z=164,1 
eugenoli 
RT=18,258 
m/z=173,1 
- 
RT=20,415 
m/z=208,1 
- 
GG  
’ esteri  
75 
 
RT=15,242 
m/z=151,0 
vanilliini 
RT=18,259 
m/z=173,1 
- 
RT=19,408 
m/z=208,1 
3,5-dimetoksi-
4-
hydroksiaseto-
fenoni 
RT=20,416 
m/z=208,1 
- 
Eroli  
76 
RT=10,396 
m/z=124,0 
guajakoli 
RT=14,367 
m/z=166,1 
homovanilliini 
RT=15,236 
m/z=151,0 
vanilliini 
RT=20,414 
m/z=208,1 
- 
Syringaresinoli  
77 
 
RT=13,394  
m/z=99,1 
hiilivetyjä 
RT=14,086 
m/z=99,1 
hiilivetyjä 
RT=17,632 
m/z=177,1 
4-allyyli-2,6-
dimetoksife-
noli 
RT=18,262 
m/z=173,1 
- 
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Liite 1.DHDVA:n 1H-NMR-spektri 
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Liite 2. DBDO:n 1H- ja HSQC-NMR-spektrit  
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Liite 3. DBDO:n HPLC-kromatogrammi 
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Liite 4. Hapetusreaktion menetelmän 1 HPLC-kromatogrammi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
m in2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20
mAU
0
500
 DAD1 A, Sig=270,4 Ref=380,100 (TEAH\TEA_LC 2015-02-23 16-26-39\021-0201.D)
 
0
.
9
9
6
 
1
.
3
8
8
 
2
.
4
7
6
 
4
.
1
6
2
 
5
.
3
0
4
 
1
0
.
4
5
4
 
1
3
.
7
2
1
 
1
4
.
2
9
1
 
1
4
.
6
7
1
m in2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20
mAU
0
200
 DAD1 A, Sig=270,4 Ref=380,100 (TEAH\TEA_LC 2015-02-23 16-26-39\022-0301.D)
 
0
.
9
9
6
 
1
.
0
6
4
 
1
.
3
8
0
 
1
.
5
8
8
 
2
.
4
6
7
 
4
.
0
9
3
 
5
.
4
8
7
 
8
.
6
1
1
 
1
0
.
4
6
8
 
1
1
.
0
8
7
 
1
1
.
5
7
1
 
1
3
.
7
3
9
 
1
4
.
6
7
3
m in2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20
mAU
0
50
 DAD1 A, Sig=270,4 Ref=380,100 (TEAH\TEA_LC 2015-02-23 16-26-39\023-0401.D)
 
1
.
0
9
2
 
1
.
3
5
3
 
1
.
6
3
8
 
2
.
0
1
1
 
2
.
5
1
7
 
4
.
1
0
7
 
5
.
5
0
6
 
7
.
1
2
9
 
8
.
5
8
8
 
8
.
9
2
4
 
9
.
9
0
7
 
1
0
.
2
2
8
 
1
0
.
4
7
7
 
1
0
.
7
2
9
 
1
1
.
0
9
0
 
1
1
.
5
5
5
 
1
2
.
3
8
1
 
1
3
.
7
4
7
 
1
4
.
6
7
9
m in2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20
mAU
0
50
 DAD1 A, Sig=270,4 Ref=380,100 (TEAH\TEA_LC 2015-02-23 16-26-39\024-0501.D)
 
1
.
0
0
5
 
1
.
0
9
8
 
1
.
3
8
5
 
1
.
7
1
0
 
2
.
0
0
9
 
2
.
5
2
0
 
4
.
1
0
0
 
5
.
4
8
5
 
7
.
0
4
5
 
8
.
6
0
9
 
9
.
8
9
3
 
1
0
.
2
5
6
 
1
0
.
4
7
2
 
1
0
.
7
5
6
 
1
1
.
0
8
8
 
1
1
.
5
5
8
 
1
2
.
3
7
1
 
1
3
.
7
3
7
 
1
4
.
6
8
0
m in2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20
mAU
0
50
 DAD1 A, Sig=270,4 Ref=380,100 (TEAH\TEA_LC 2015-02-23 16-26-39\025-0601.D)
 
0
.
9
9
9
 
1
.
1
0
5
 
1
.
3
6
5
 
1
.
7
0
4
 
2
.
0
0
8
 
2
.
5
2
4
 
4
.
1
0
9
 
5
.
5
0
2
 
7
.
0
6
2
 
8
.
6
7
6
 
9
.
8
9
7
 
1
0
.
2
7
9
 
1
0
.
4
7
6
 
1
0
.
7
7
7
 
1
1
.
0
9
1
 
1
1
.
5
6
6
 
1
2
.
3
8
4
 
1
3
.
7
4
4
 
1
4
.
6
9
3
m in2.5 5 7.5 10 12.5 15 17.5 20
mAU
0
100
 DAD1 A, Sig=270,4 Ref=380,100 (TEAH\TEA_LC 2015-02-23 16-26-39\026-0701.D)
 
0
.
9
9
9
 
1
.
1
1
2
 
1
.
3
5
8
 
1
.
7
3
0
 
1
.
9
9
6
 
2
.
4
8
6
 
4
.
1
0
8
 
5
.
5
0
5
 
7
.
0
5
3
 
7
.
4
9
3
 
8
.
6
8
6
 
9
.
8
9
0
 
1
0
.
2
8
8
 
1
0
.
4
7
5
 
1
0
.
7
9
0
 
1
1
.
0
9
5
 
1
2
.
3
6
5
 
1
3
.
7
3
1
 
1
4
.
6
8
9
 69 
 
 
Liite 5. Hapetusreaktion menetelmän 1 HSQC-NMR -spektri  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
g 
b 
a 
a2 
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Liite 6. HPLC-kromatogrammit yhdisteiden 20, 64-65 ja 58 reaktioista 
 
 
 
 
 
20 
 
64 
 
65 
m in2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8
m A U
-5
0
5
1 0
1 5
2 0
2 5
3 0
3 5
 D A D 1  A , S ig = 2 7 0 ,4  R e f= 3 8 0 ,1 0 0  (T E A H \T E A _ L C  2 0 1 5 -0 4 -1 6  1 1 -5 6 -0 5 \0 2 1 -0 1 0 1 .D )
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2
 
1
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2
8
0
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0
9
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0
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.
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0
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0
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0
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0
4
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0
.
0
5
4
 
1
0
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9
2
 
1
1
.
3
1
3
 
1
4
.
8
7
4
m in2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8
m A U
0
1 0
2 0
3 0
4 0
5 0
6 0
7 0
 D A D 1  B , S ig = 2 5 4 ,1 6  R e f= 3 8 0 ,1 0 0  (T E A H \T E A _ L C  2 0 1 5 -0 4 -1 6  1 1 -5 6 -0 5 \0 2 1 -0 1 0 1 .D )
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0
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0
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1
1
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0
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0
 
1
1
.
2
7
5
 
1
4
.
8
7
5
m in2 4 6 8 1 0 1 2 1 4 1 6 1 8
m A U
0
1 0
2 0
3 0
4 0
 D A D 1  E , S ig = 2 8 0 ,4  R e f= 3 8 0 ,1 0 0  (T E A H \T E A _ L C  2 0 1 5 -0 4 -1 6  1 1 -5 6 -0 5 \0 2 1 -0 1 0 1 .D )
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Liite 8. Yhdisteiden 58  ja 20 UV-spektrit 
 
 
 
 
 
 
 
Liite 8. Yhdisteen 58  HSQC-NMR-spektri 
 
 
 
 
 
 
 
n m2 2 5 2 5 0 2 7 5 3 0 0 3 2 5 3 5 0 3 7 5
m A U
0
5 0
1 0 0
1 5 0
2 0 0
2 5 0
3 0 0
3 5 0
4 0 0
* D A D 1 ,  4 . 5 5 8  ( 4 0 8  m A U ,  -  )  R e f = 3 . 5 8 5  &  5 . 6 3 8  o f  0 2 1 - 0 1 0 1 . D
58 
n m2 2 5 2 5 0 2 7 5 3 0 0 3 2 5 3 5 0 3 7 5
m A U
0
1 0 0
2 0 0
3 0 0
4 0 0
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 0
* D A D 1 ,  5 . 3 7 9  ( 8 3 8  m A U ,  -  )  R e f = 0 . 3 1 2  &  1 9 . 0 8 5  o f  0 2 1 - 0 1 0 1 . D
20 
 
  
 
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Liite 9. GC/MS Syringaldehydi 
 
 
 
 
Liite 10. GC/MS 4-allyyli-2,6-dimetoksifenoli 
 
 
 
 
Liite 11. GC/MS 2,6-dimetoksifenoli 
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Liite 12. GC/MS 3,4-dihydroksibentsaldehydi 
 
 
 
 
Liite 13. GC/MS Guajakoli 
 
 
 
 
Liite 14. GC/MS Eugenoli  
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Liite 15. GC/MS 3,5-dimetoksi-4-hydroksiasetofenoni 
 
 
 
 
Liite 16. GC/MS Syringyylihappo 
 
 
 
 
Liite 17. GC/MS Asetovanilloni 
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Liite 18. Py-GC/MS syringyyli-syringyyli 𝛽-O-4-sidoksella 
 
 
 
Liite 19- Py-GC/MS Guajasyyli-syringyyli -O-4-sidoksella 
 
SS  -O-4’ 
3A 
4A 
GS -O-4’ 
1A 
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Liite 20. Py-GC/MS DBDO 
 
 
 
Liite 21. Py-GC/MS Guajasyyli-guajasyyli esteri -5-sidoksella 
Liite  
DBDO 
4A 
GG  -5’ 
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Liite 22. Py-GC/MS Eroli 
 
 
Liite 23. Py-GC/MS Syringaresinoli 
 
 
 
Eroli 
1A 
1A 
Syringaresinoli 
